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Ms による in vitro 代謝を調べた。また，代謝に関与す
















MC 前処理群および DEX 前処理群の４群に分けた。PB
は生理食塩水に溶解し80 mg/kg/day の用量を，MC は








　0.2 mM TetraMF，NADPH 生成系（0.33 mM NADP，
5 mM G-6-P，G-6-PD 1.0 unit），6 mM MgCl2お よ び
ラット肝 Ms（1 mg protein）を100 mM HEPES 緩衝液
（pH 7.4）とともに合計1 mL として，37℃で20分間
インキュベート後，冷メタノール 3 mL 添加により反応
を停止した。氷中にて30分間放置した後，3,000 rpm




津製）；カラム，Mightysil RP-18（250×4.6 mm i.d.､ 5 
µm 粒径）；移動相，Ａ液0.1％ギ酸，Ｂ液100％アセト
ニトリル，Ｂ液20-60％（10 min）– 60％（8 min）– 




Shim-pack XR-ODS II（150×2.0 mm，2.2 µm 粒径）；
カ ラ ム 温 度，40 ℃； 移 動 相， Ａ 液0.1 ％ ギ 酸， Ｂ 液
100％アセトニトリル，Ｂ液20-60％（5 min）– 60％
（4 min）– 100％（5 min）；流速，0.4 mL/min。
４．その他





　TetraMF をラット肝 Ms および NADPH 生成系とと
もに，37℃で20分間反応させた。また，代謝に関与す
る CYP 分子種を明らかにするため，３種類の CYP 誘導
剤前処理ラットから調製した肝 Ms を用いた。Fig. 1に，
生成された TetraMF 代謝物の HPLC による溶出パター
ンを示す。
　TetraMF は保持時間14.72 min に検出された。代謝
物と思われるピークは，未処理 Ms で４種類，PB 前処
理 Ms，MC 前処理 Ms および DEX 前処理 Ms でいずれ
も９種類検出された（Fig. 1，Fig. 2）。基質の TetraMF
を中心に前方に検出された８種類のピークを，それ
ぞ れ M1（ 保 持 時 間14.25 min），M2（13.04 min），
M3（12.67 min），M4（12.48 min），M5（12.01 
min），M6（11.61 min），M7（11.36 min）および M8
（10.44 min）とした。また，後方の３種類を，BM1
（ 保 持 時 間 15.09 min），BM2（17.22 min） お よ び
BM3（20.58 min）とした。
　次に，各代謝物の生成活性を TetraMF の検量線を用
いて計算した（Fig. 2）。未処理 Ms では，４種類の代謝
物が検出されたが，主代謝物は M2であり，その生成活
性は，0.86 nmol/min/mg protein であった。次いで，
BM2，BM3および M8が，それぞれ，0.10，0.09およ
び0.03 nmol/min/mg protein であった。また，PB 前処
理 Ms では，未処理 Ms と同様に，M2が最も多く生成
され，未処理 Ms の2.8倍と増加した（2.45 nmol/min/




0.01〜0.18 nmol/min/mg protein と 低 か っ た。 一 方，
MC 前処理 Ms では，M1が最も多く生成された（1.48 






A) Untreated            B) PB-treated    C) MC-treated   D) DEX-treated 






Fig. 1  HPLC chromatograms of TetraMF and its metabolites formed by liver microsomes of untreated (A), 
















































Fig. 2  Effect of CYP inducers on TetraMF metabolism by rat liver microsomes. 
Con represents liver microsomes of untreated rats. Each bar represents mean + S.D. of four rats. 


































































さらに，DEX 前処理 Ms では，M2が最も多く，未処
理 Ms と類似していたが，M8と BM3は，未処理 Ms の
５倍以上に増加した。また，未処理 Ms で見られない 
M6，M5，M3および M1が新たに生成された。
２．代謝物の化学構造
　TetraMF 代 謝 物 の 分 子 量 を 明 ら か に す る た め，
TetraMF 代謝抽出液を LC-MS にて分析した。すなわち，
TetraMF 代謝抽出液としては，MC 前処理ラット肝 Ms
のものを主に用いたが，M3および M7に関しては，そ
れぞれ DEX および PB 前処理ラット肝 Ms のものを用い
て調べた。その結果を Table 1に示した。
　TetraMF は，保持時間6.56 min に，m/z 343 [M+H]+
として検出された。一方，代謝物のうち，M5，M2お
よび BM3は m/z 329 [M+H-14]+ であることから一脱
メ チ ル 化 体 で あ る こ と，M8，M6，BM1お よ び BM2
は m/z 315 [M+H-28]+ であることから二脱メチル化体
であることが明らかとなった。また，M3は m/z 359 
[M+H+16]+ を有することから一水酸化体であること，
M7と M1は m/z 345 [M+H+2]+ を有することから一水




　今回，CYP 誘導体前処理ラット肝 Ms による TetraMF
の 代 謝 を 調 べ た。LC-MS の 結 果 を も と に，Fig. 3 に
TetraMF の推定代謝経路を示した。ラット肝におい
て TetraMF から３種類の一脱メチル化体（M5，M2，





























M8 5.61 315 [M+H-28]+ Di-demethylation 
M7 6.19 345 [M+H+2]+
Hydroxylation and mono-
demethylation   
M6 6.21 315 [M+H-28]+ Di-demethylation 
M5 6.41 329 [M+H-14]+ Mono-demethylation 
M4 6.72 331 [M+H-12]+
Hydroxylation and di-
demethylation 
M3 6.89 359 [M+H+16]+ Hydroxylation 
M2 6.99 329 [M+H-14]+ Mono-demethylation 
M1 7.71 345 [M+H+2]+
Hydroxylation and mono-
demethylation 
TetraMF 7.88 343 [M+H]+
BM1 8.18 315 [M+H-28]+ Di-demethylation 
BM2 9.44 315 [M+H-28]+ Di-demethylation 










これらの生成には MC 誘導性 CYP1A 酵素と DEX 誘導
性 CYP3A 酵素が関与することが示唆された。
　次に，M2および M5も，BM3と同様に一脱メチル化





については MC および DEX 前処理で有意に増加したこ
とから，Ｂ環4' 位の脱メチル化体（4'-OH-5,7,3'-TriMF）
と考えられる。





















課題である。また，TetraMF から M1へ，さらには M4





すこと，また，ある PMF の5-OH 体が抗がん作用を示
すこと，さらに，ある PMF の水酸化体が細胞増殖阻
害作用を示すことなどが明らかにされた。ごく最近で







１．5,7,3',4'-Tetramethoxyflavone（TetraMF） の ラ ッ
































1st oxidation 2nd oxidation 3rd oxidation
Fig. 3  ostulated metabolic pathways of TetraMF in rat liver. 





















P o l y m e t h o x y f l a v o n e s  ( P M F s )  s u c h  a s 
5,7-dimethoxyflavone, 5,7,4'-trimethoxyflavone 
(TriMF), 3,5,7-TriMF, 5,7,3',4'-Tetramethoxyflavone 
(TetraMF) and 3,5,7,3',4'-pentamethoxyflavone are 
found abundantly in the rhizomes of black ginger 
(Kaempferol Parviflora) and have been reported to show 
various biological effects such as inhibitory effect of 
P-glycoprotein, anti-inflammatory effect, cytotoxicity 
against cancer cell lines, anti-gastric ulcer effect and 
anti-allergic activity. To elucidate whether parent 
compounds or their metabolites possess their activities, 
we examined the in vitro metabolism of TetraMF by 
rat liver microsomes and the effects of cytochrome 
P450 (CYP) inducers such as phenobarbital (PB), 
3-methylcholanthrene (MC) and dexamethazone (DEX) 
on the metabolism of TetraMF.  In this study, eleven 
metabolites were detected and determined by LC-
MS.  They consist of a hydroxy (OH)-TetraMF (M3), 
three monodemethylated TetraMF (BM3, M2, M5), 
four didemethylated TetraMF (BM1, BM2, M6, M8), 
two OH-monodemethylated TetraMF (M1, M7) and 
a OH-didemethylated TetraMF (M4).  M2 was the 
main metabolite in untreated, PB-treated and DEX-
treated rats.  PB treatment increased M2, M6 and M8 
significantly.  MC treatment increased BM3 and BM2 
significantly and resulted in three new metabolites, 
M1, BM1 and M4.  DEX treatment increased BM3, 
BM2 and M8, and also produced M1 and M3. These 
results suggest that MC- and DEX-induced CYP, CYP1A 
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黒ショウガ成分5,7,3',4'-Tetramethoxyflavone のラット肝ミクロゾームによる代謝
